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RESUMO 
 
Micoplasmas hemotrópicos (hemoplasmas) são bactérias Gram-negativas, 
pleomórficas e que se aderem à membrana de eritrócitos de uma grande variedade de espécies 
animais. Estão distribuídos mundialmente e diferentes espécies destas bactérias já foram 
descritas em animais domésticos, silvestres e seres humanos. Entretanto, estudos envolvendo a 
detecção de hemoplasmas em caprinos são escassos e ainda não haviam sido realizados no 
Brasil. Assim, objetivou-se determinar a prevalência e os fatores associados à infecção por 
Mycoplasma sp. em caprinos do estado da Paraíba, Nordeste do Brasil. Um total de 158/402 
(39,3%) animais foram positivos para o gene 16S rRNA de Mycoplasma sp. pela PCR. O 
sequenciamento genético de 10% das amostras positivas demonstrou ≥99% de identidade com 
várias sequencias de Mycoplasma ovis depositadas no GenBank. Caprinos leiteiros (OR = 2.15; 
95% IC: 1.40-3.32%; p = 0.0004) e anêmicos (OR = 2.39; 95% IC: 1.54-3.71%; p = 0.00007) 
apresentaram maior chance de estarem infectados por M. ovis do que caprinos de corte não 
anêmicos. Amblyomma parvum (49/52, 94.23%) e Rhipicephalus (Boophilus) microplus (3/52, 
5.77%) foram as espécies de carrapatos encontradas nos animais. Este é o primeiro relato de 
detecção molecular de M. ovis em caprinos na América do Sul.  
 
Palavras-chave: Hemoplasmas; Micoplasmose hemotrópica; pequenos ruminantes; 
PCR 
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ABSTRACT 
 
Hemotropic mycoplasmas (haemoplasmas) are gram-negative pleomorphic bacterias 
that infect the erythrocites membrane of a wide range of animal hosts. This pathogen is 
worldwide distributed and different species were described infecting domestic and wild animals 
and also humans. However, studies involving the diagnosis of haemoplasmas in goats are scarce 
and had not yet been conducted in Brazil. Thus, the present work aimed to detect the prevalence 
and risk factors associated with the infection of Mycoplasma sp. in goats from Paraíba State, 
Northeastern Brazil. A total of 158/402 (39.3%) animals were positive for the 16S rRNA gene 
from Mycoplasma sp. by PCR. The sequencing of 10% of positive samples demonstrated a 
≥99% of similarity with multiple Mycoplasma ovis sequences deposited on GenBank. Dairy 
(OR = 2.15; 95% IC: 1.40-3.32%; p = 0.0004) and anemic goats (OR = 2.39; 95% IC: 1.54-
3.71%; p = 0.00007) showed higher chances to be infected by M. ovis than non-anemic beef 
goats. Amblyomma parvum (49/52, 94.23%) and Rhipicephalus (Boophilus) microplus (3/52, 
5.77%) were the tick species found in these animals. This is the first report of molecular 
detection of M. ovis in goats from South America. 
 
Keywords: Hemoplasmas;  Hemotropic mycoplasmosis; small ruminants; PCR.   
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1. INTRODUÇÃO
Micoplasmas hemotrópicos (hemoplasmas) são bactérias Gram-negativas que parasitam 
a superfície de eritrócitos, podendo causar anemia hemolítica e o desenvolvimento de uma 
enfermidade aguda, trazendo diversos prejuízos à produção animal e à saúde pública. Estão 
presentes em quase todas as espécies animais, incluindo mamíferos, aves e reptéis. Existem 
diversos relatos de detecção em seres humanos, atestando o seu potencial zoonótico (Millán et 
al. 2015). 
O íntimo contato entre pessoas e animais, ou o consumo de seus sub-produtos, 
desmatamento, agricultura e a ação direta do homem no meio ambiente, são considerados 
fatores responsáveis pela emergência ou re-emergência de zoonoses (Grisotti 2010). Nos 
Estados Unidos, um estudo que visava pesquisar hemoplasmas em seres humanos encontrou 11 
pacientes positivos para hemoplasmas, principalmente da espécie Mycoplasma ovis. Os 
pacientes positivos possuiam contato direto com animais, identificados como médicos 
veterinários, técnicos veterinários ou cônjuges de veterinários (Maggi et al. 2013).  
Mycoplasma ovis é descrito como a principal espécie de hemoplasma encontrada em 
caprinos e ovinos (Neimark et al. 2004). Entretanto, a pesquisa deste agente em caprinos no 
mundo é escassa com prevalência variando de ausente na Austrália e Tunísia (Daddow, 1979a; 
Mason; Corbould; Statham, 1989b; Rjeibi et al., 2015) à 94% na Malásia (Jesse et al., 2015). 
Não há relatos de sua presença em caprinos da América do Sul. 
A caprinocultura apresenta grande importância social e econômica para o Nordeste 
brasileiro em virtude das poucas alternativas econômicas nesta região (Alencar et al., 2010). 
No Nordeste concentra-se 92% do rebanho nacional. O estado da Paraíba possui o quinto maior 
rebanho do país, e a maior produção de leite de cabra (18 mil litros/dia). A criação estadual de 
caprinos se concentra na denominada região dos Cariris Paraibanos, localizada no centro do 
espaço geográfico do Estado (EMBRAPA, 2014). 
Considerando a escassez de estudos de hemoplasma em caprinos, o contato íntimo do 
homem com essa espécie animal e a capacidade zoonótica do agente causador da micoplasmose 
hemotrópica caprina, é fundamental a pesquisa deste agente nos caprinos brasileiros para a 
compreensão de sua distribuição, comportamento e fatores associados a infecção no nosso país. 
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL 
Determinar a prevalência e fatores associados a infecção por hemoplasmas em 
caprinos do estado da Paraíba, Nordeste do Brasil, utilizando métodos moleculares. 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
- Verificar a presença de hemoplasmas em caprinos utilizando a reação em cadeia da 
polimerase (PCR);  
- Padronizar uma PCR para o diagnóstico das espécies de hemoplasmas de caprinos; 
- Caracterizar geneticamente (16S rRNA) as espécies de hemoplasmas presentes na 
região e compará-las com os isolados depositados no banco genético (GenBank); 
- Coletar e identificar as espécies de carrapatos presentes nos animais;  
- Identificar os principais fatores associados à infecção.  
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3. REVISÃO DE LITERATURA 
 
3.1. Etiologia 
Hemoplasmas são bactérias de pequeno tamanho (0,3 a 3 µm de diâmetro), envoltos 
por uma membrana simples, desprovidos de núcleo e parede celular, apresentando em seu 
citoplasma apenas alguns grânulos e estruturas filamentosas (Figura 01). Visualmente, são 
vistos aderidos à membrana de eritrócitos isoladamente ou em agregados em forma de 
correntes. Apesar de serem pleomórficos, há uma tendência em se apresentarem na forma de 
cocos. Se reproduzem por fissão binária e são incultiváveis em laboratório (Messick., 2004). 
 
FIGURA 01: MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE MYCOPLASMA HAEMOFELIS. OBSERVA-SE 
MEMBRANA SIMPLES, AUSÊNCIA DE NÚCLEO, FILAMENTOS NO CITOPLASMA E FIBRILAS QUE 
OS MANTÉM ADERIDOS AS CÉLULAS HOSPEDEIRAS.  
 
FONTE: MESSICK, 2004. 1 CM = 0.25 µM. 
 
Anteriormente, eram denominados Haemobartonella e Eperythrozoon, família 
Anaplasmataceae, ordem Rickettsiales, pelo fato de parasitarem eritrócitos, serem transmitidos 
por vetores artrópodes e outras características morfológicas. Porém, desde 1965 existia uma 
suspeita de que estes microorganismos seriam mais semelhantes a membros da classe 
Mollicutes do que Anaplasmataceae. Esta suspeita era baseada no fato de não serem parasitas 
intracelulares, ausência de parede celular e flagelos, resistência a penicilina e análogos, além 
de serem susceptíveis as tetraciclínas (Tanaka et al., 1965). 
Então, com base no sequênciamento do gene 16S ribossomal (16S rRNA), sugeriu-se 
que as espécies Haemobartonella felis, Haemobartonella muris, Eperythrozoon suis e 
Eperythrozoon wenyonii fossem renomeadas como ‘Candidatus Mycoplasma haemofelis’, 
‘Candidatus Mycoplasma haemomuris’, ‘Candidatus Mycoplasma haemosuis’ e ‘Candidatus 
Mycoplasma wenyonii’. Que estas fossem realocadas na classe dos Mollicutes e gênero 
Mycoplasma (Figura 02), além de reavaliar a classificação filogenética para todas as espécies 
designadas como Haemobartonella e Eperithrozoon (Neimark et al., 2001). 
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 Figura 02: Árvore filogenética proposta por Neimark et al. (2001), a partir da análise do gene 16S RNA 
ribossomal de hemoplasmas. 
 
 
  
Oficialmente, em 2002 estas bactérias tiveram sua nomenclatura taxonômica revisada, 
retirando assim o termo ‘'Candidatus’ e sendo incluídas na classe Mollicutes (Neimark et al., 
2002). 
 
3.2. Epidemiologia 
Micoplasmas são cosmopolitas, com relatos de sua presença em todo o mundo, com 
exceção da Antártida. Podem ser encontrados em quase todas as famílias e espécies de animais, 
desde mamíferos até reptéis. No Brasil, existem três cepas circulantes para felinos silvestres e 
domésticos: M. haemofelis, 'Ca. Mycoplasma haemominutum', e 'Ca. Mycoplasma turicensis'. 
Em cães são relatados Mycoplasma haemocanis e 'Ca. Mycoplasma haematoparvum'. Em 
suínos foram isolados Mycoplasma suis e 'Ca. M. haematoparvum' (Biondo et al., 2009). Foi 
encontrada uma potencial nova espécie de hemoplasma em capivaras (Hydrochaeris 
hydrochaeris) com identidade de 96% com Mycoplasma coccoides (Vieira et al., 2009). Vários 
estudos envolvendo equideos brasileiros falharam em detectar hemoplasmas (Vieira et al., 
2009; Vieira et al., 2015) 
Acreditava-se que hemoplasmas fossem hospedeiro-específicos e o termo hospedeiro 
era utilizado para desginar o animal no qual aquela espécie de bactéria era constantemente 
isolada (Pitcher; Nicholas, 2005). Porém, é possível perceber a existência de uma mesma 
16 
 
 
espécie parasitando diferentes hospedeiros, como é o caso do ‘Ca. M. haemominutum’, que 
pode ser encontrado nos cães, gatos e suínos (Biondo et al., 2009). 
Além disso, Clark (2002) alega que para estas bactérias o termo hospedeiro seja ainda 
mais difícil de se definir, pois deve-se considerar hospedeiro aquele onde o microorganismo é 
mais comumente isolado ou aquele em que ele se adaptou ao ponto de nem gerar sinais clínicos 
ou enfermidade? A falta de conhecimento de patogenicidade, epidemiologia, transmissão e 
importância clínica desta espécie torna extremamente complexa a capacidade de apontar 
hospedeiros, especificidade e até mesmo distribuição mundial dos micoplasmas. 
 
3.3. Sinais Clínicos 
Animais e seres humanos infectados podem ser assintomáticos ou apresentar latências 
por anos, a depender da patogenicidade da espécie em questão e da susceptibilidade do 
hospedeiro. A enfermidade clínica aguda se caracteriza basicamente por anemia hemolítica 
variando de grau leve a grave. Pode estar acompanhada de febre, anorexia, icterícia e 
hipoglicemia, podendo levar o paciente a óbito. A forma crônica não tem sua patogenia 
devidamente esclarecida, porém sabe-se que pode causar retardo no crescimento  e no 
desempenho reprodutivo de alguns animais (Biondo et al., 2009). 
Em alguns casos quando ocorre o quadro clínico é possível observar em necropsia: 
anemia, ligeira icterícia subcutânea, acentuada icterícia hepática, espenomegalia, rins friáveis, 
congestão e edema pulmonar (Aguirre et al., 2009). 
 
3.4. Transmissão e Patogenia 
A transmissão da bactéria depende de um vetor hematófago, que pode incluir 
carrapatos (Haemaphysalis plumbeum, Rhipicephalus sanguineus, Rhipicephalus Bursa, dentre 
outros), mosquitos (Aedes camptorhynchus, Ae. aegypti e Culex annulirostris), piolhos 
(Polyplax serrata e P. spinulosa) e pulgas (Ctenocephalides felis) (Reagan et al., 2016; Biondo 
et al., 2009; Neimark; Hoff; Ganter,  2004; Neimark et al., 2001). Também é possível a 
transmissão mecânica e iatrogênica por meio de agulhas compartilhadas, tosquia e marcação 
dos animais (Aguirre et al., 2009). 
 São descritos diversos mecanismos de virulência, dentre eles a produção de radicais 
livres que causam danos à membrana da célula hospedeira; secreção de enzimas levando a lesão 
tecidual local; mutações cromossômicas; e desenvolvimento de anticorpos auto-imunes 
(Messick, 2004). 
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3.5. Diagnóstico 
O diagnóstico pode ser realizado pela visualização do agente infeccioso aderido à 
membrana eritrocitária no exame do esfregaço sanguíneo de rotina. Entretanto, este método de 
diagnóstico possui baixa sensibilidade, dependendo do grau de parasitemia, agravado ainda pela 
ação do anticoagulante EDTA (etileno-diamino-tetracético de sódio ou potássio), o qual causa 
desprendimento do agente dos eritrócitos, gerando resultados falsos negativos (Tasker, 2006). 
Atualmente, a PCR (convencional e quantitativa) é considerada o método diagnóstico definitivo 
para detecção e identificação do agente envolvido e o principal gene utilizado para a 
caracterização molecular é o 16S rRNA (Messick; Berent; Cooper, 1998). 
 
3.6.  Mycoplasma ovis 
Mycoplasma ovis (anteriormente Eperythrozoon ovis), foi descrito pela primeira vez 
na África do Sul por Neitz et al. (1934),  é o principal agente causador da hemoplasmose em 
pequenos ruminantes e ruminantes silvestres (Deshuillers et al., 2014). Morfologicamente pode 
ser redondo ou oval, apresentando entre 0,3 e 0,4 µm de diâmetro, aderido à membrana de 
eritrócitos ou livres no plasma sanguíneo (Neimark et al., 2004). Seu primeiro relato molecular 
ocorreu na Hungria (Hornok et al., 2012). 
Diferenças morfológicas entre M. ovis detectado em caprinos e ovinos foi observado 
na Austrália, onde a bactéria aderida a eritrócitos de caprinos eram menores com formato de 
anéis ou cocos enquanto em ovinos eram apenas grandes anéis. Caprinos possuem menor 
bacteremia que ovinos, além de menor duração. Sendo reservatórios competentes para a 
hemoplasmose, mesmo quando a  bacteremia é indetectável (Daddow, 1979a; Daddow, 1979b).  
Na Hungria em 2009 foi sugerida a existência uma nova espécie de Mycoplasma 
parasitando ovinos, denominado ‘Candidatus Mycoplasma haemovis’. Baseando-se no 
diagnóstico molecular utilizando o gene 16S rRNA, cinco animais apresentaram um isolado 
semelhante apenas 96,8–97,9% com sequencias de M. ovis depositados no banco genético 
(Hornok et al., 2009). Porém em 2014, por meio do sequenciamento do genoma de uma cepa 
de M. ovis proveniente de Michigan - EUA, foi observado que se tratava de um mesmo 
microoganismo que possui duas cópias diferentes do gene 16S rRNA e não duas espécies 
distintas (Deshuillers et al., 2014). 
O genoma de M. ovis é composto por 702.511 pares de base (pb) em um único 
cromossomo circular, basicamente composto por 31,7% de G+C, sendo bastante semelhante ao 
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genoma das outras espécies de hemoplasmas, porém com a presença de duas cópias diferentes 
do gene 16S rRNA. Foram encontradas 801 sequencias codificadoras de proteínas (Deshuillers 
et al., 2014). 
Em caprinos, os relatos são escassos com prevalência variando de ausente na Austrália 
e Túnisia (Daddow., 1979; Mason et al.,1989; Rjeibi et al., 2015), 20% na Hungria (Hornok et 
al., 2012) e 94% na Malásia (Jesse et al., 2015). Não há relatos na América do Sul.  Entretanto, 
no Brasil existem relatos de M. ovis em cervídeos (Blastocerus dichotomus, Ozotocerus 
bezoarticus, Mazama nana, Mazama americana) de cativeiro (Grazziotin et al., 2011a,b) e em 
ovinos na Argentina (Aguirre et al., 2009). 
 A transmissão de M. ovis assim como dos outros hemoplasmas ainda não é bem 
compreendida, porém acredita-se que estes sejam transmitidos por artrópodes hematófagos que 
parasitam estes animais em todo o mundo (Neimark et al., 2004). No Irã, carrapatos dos gêneros 
Hyalomma, Rhipichephalus, Haemaphysalis, Ixodes e Dermacentor, são apontados como 
vetores para micoplasmas (Hashemi-Fesharki, 1997).  
 
3.7. Caprinos 
A espécie caprina (Capra hircus – Linnaeus 1758) foi uma das primeiras a ser 
domesticada pelo homem, por volta de 7.000 a.C., no Sudeste Asiático. Estão distribuídos por 
todo o mundo devido a sua alta capacidade de adaptação, mas principalmente nos trópicos, 
regiões secas e países em desenvolvimento. Essa adaptação resulta de seleção natural e 
artificial, sendo esta espécie moldada para produção de carne, leite, couro e outros (Galal, 
2005). 
O efetivo do rebanho caprino no Brasil atualmente é composto por 9.614.722 animais, 
sendo que destes 8.909.076 estão situados na região Nordeste, representando 92,66% do 
rebanho total do país. A Paraíba especificamente possuí 566.576 caprinos (IBGE, 2015). Apesar 
de possuir mais de 90% do efetivo do rebanho caprino, o Nordeste tem baixos níveis de 
produção quando comparado com as regiões Sul e Sudeste, que apesar de menor efetivo, 
possuem um maior aproveitamento produtivo. Acredita-se que isso se deve ao fato do Sul e 
Sudeste utilizarem animais com melhor genética e sistema de produção mais especializado 
(Lopes et al., 2012). 
A produção caprina na Paraíba se caracteriza por uma grande variedade de raças como 
também a miscigenação dessas raças, com uma falta de direcionamento produtivo, não havendo 
distinção quanto às aptidões (carne, leite ou carne e leite). O sistema de produção é 
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predominantemente extensivo, sem uso de técnicas de manejo e escrituração zootécnica. 
Quando observada apenas a produção leiteira, esse sistema pode variar de intensivo (não muito 
frequente) a extensivo. Durante a época de chuva os animais alimentam-se extensivamente da 
vegetação da Caatinga, e durante a seca são suplementados com grãos e farelos (Costa et al., 
2008). 
 
3.8 Impactos em Saúde Pública 
Diversos estudos demonstram a capacidade zoonótica de diversos hemoplasmas. No 
Brasil, um relato de um paciente HIV positivo coinfectado com M. haemofelis e Bartonella 
henselae, foi realizado a partir do diagnóstico molecular com base no 16S ribossomal. Foi 
sugerido que a infecção ocorreu pelo contato do paciente imunodeprimido com seus animais de 
estimação, pois o mesmo possuia cinco gatos e diversas escoriações nas mãos e nos braços (Dos 
Santos et al., 2008). 
Mycoplasma ovis foi detectado em seres humanos, alertando para sua capacidade de 
infecção e caráter zoonótico. O primeiro relato ocorreu em uma médica veterinária do Texas - 
EUA, que apresentava dormência de membros, febre, náuseas, mal estar, alterações motoras e 
neurológicas. Análises moleculares demonstraram uma coinfecção com duas variantes de M. 
ovis e B. henselae (Sykes et al.,2010). O segundo relato foi realizado na Carolina do Norte - 
EUA. Pacientes com sintomas, pessoas expostas a picadas de artrópodes, médicos veterinários, 
auxiliares de médicos veterinários e contactantes de veterinários foram submetidos a testes 
moleculares para detecção de hemoplasmas e B. henselae. Como resultado, 11/296 (3,7%) 
pessoas foram positivas para Mycoplasma sp., sendo 9/11 (81,8%) para M. ovis (Maggi et al., 
2013). 
O risco de seres humanos adquirirem zoonoses provenientes de pequenos ruminantes 
é relativamente alto comparado a outras espécies de animais de produção. Alterações no manejo 
e nas instalações animais, somado a uma exposição do humano aos agentes zoonóticos pode 
aumentar o risco de surtos. Levando em consideração o fato de que surtos de zoonoses em 
animais precedem casos humanos, o estabelecimento de um sistema de vigilância animal ativo 
para detecção de novos casos é fundamental para o fornecimento de alerta precoce para 
veterinários e autoridades de saúde pública (Ganter, 2015).  
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4. ARTIGO PARA PUBLICAÇÃO –  
Periódico Tick and Tick Borne Diseases 
 
4.1. Prevalence and factors associated with Mycoplasma ovis infection in goat 
farms from northeastern Brazil 
 
Summary 
Although Mycoplasma ovis (formerly Eperythrozoon ovis) have been described in small 
ruminants worldwide, data on M. ovis in goats remain scarce. Accordingly, the aims of the 
present study were to i) determine the prevalence of hemoplasmas in goats, ii) identify the tick 
species parasitizing the animals, and iii) determine factors associated with infection in five dairy 
and three beef goat farms from the Paraíba State, northeastern Brazil. A total of 158/402 
(39.3%) goats were positive for M. ovis by PCR. Sequencing of PCR positive samples has 
shown ≥99% identity with multiple M. ovis 16S rDNA sequences deposited in GenBank, 
including M. ovis isolates from humans. Dairy (OR = 2.15; 95% CI: 1.40-3.32%; P = 0.0004) 
and anemic goats (OR = 2.39; 95% CI: 1.54-3.71%; P = 0.00007) were more likely to be 
infected than beef and non-anemic animals, respectively. Amblyomma parvum (49/52, 94.23%) 
and Rhipicephalus microplus (3/52, 5.77%) were the tick species found, with no significant 
association between the presence of ticks and infection by M. ovis (P = 0.1128). This is the first 
reportedly molecular detection of M. ovis infection in goats from South America. In conclusion, 
M. ovis is highly prevalent in goats from northeastern Brazil, mainly in dairy animals. Due to 
the zoonotic potential of M. ovis, the high prevalence found herein associated to the hand 
milking production system may represent a serious public health threat for dairy goat workers. 
Keywords: Hemotropic mycoplasma, hemoplasma; Mycoplasma sp., small ruminants; anemia 
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Introduction 
Hemotropic mycoplasmas (hemoplasmas) are small pleomorphic bacteria, which 
attach to the surface of erythrocytes and may cause hemolytic anemia in a wide variety of 
mammals worldwide (Messick, 2004). Based on the detection of 16S rRNA gene fragments, 
two hemoplasma species have been found infecting small ruminants, Mycoplasma ovis 
(formerly Eperythrozoon ovis) and ‘Candidatus Mycoplasma haemovis’ (Hornok et al., 2009). 
However, the complete genome sequence of M. ovis strain Michigan exhibits the presence of 
two copies of the 16S rRNA genes corresponding to the previously reported sequences for M. 
ovis and ‘Ca. M. haemovis’ (Deshuillers et al., 2014). Thus, whether these hemoplasmas are a 
single species or separate strains/species remains to be fully established. 
Despite M. ovis has been identified as a cause of hemolytic crisis in sheep (Neimark 
et al., 2004), goats may develop shorter and less severe bacteremia, and may act as chronic, 
latent infected and/or hemoplasma carriers (Daddow, 1979). Data on M. ovis in goats have been 
scarce with prevalence ranging from absent in Australia and Tunisia (Daddow, 1979b; Mason; 
Corbould; Statham, 1989b; Rjeibi et al., 2015), 20% in Hungary (Hornok et al., 2012), up to 
94% in Malaysia (Jesse et al., 2015). In South America, to the authors´ knowledge, no study 
has been performed on prevalence and factors associated with M. ovis in goats to date. However, 
M. ovis has already been detected in deer from Brazil (Grazziotin et al., 2011a; Grazziotin et 
al., 2011b) and in sheep from Argentina (Aguirre et al., 2009), showing highly likelihood of 
infection in domestic goats. 
Goat production has been of great socioeconomic importance in northeastern Brazil, 
which concentrates 91% of goat herds (EMBRAPA, 2014). Characterized by a tropical climate 
and limited economical resources, goat farming in this region has been mostly for sustaining 
livelihoods (IBGE, 2013). Considering that M. ovis has already been found infecting human 
beings (Sykes et al., 2010; Maggi et al., 2013), close and frequent human-animal contact on 
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local goat production associated with the presence of arthropod vectors may represent a risk for 
public health. Accordingly, the aims of the present study were to i) determine the prevalence of 
hemoplasmas in goats, ii) identify the tick species parasitizing the animals, iii) determine factors 
associated with infection in five dairy and three beef goat farms from the Paraíba State, 
northeastern Brazil. 
 
 Material and Methods 
This study was approved by the Ethics Committee for Animal Experimentation and 
Animal Welfare at Universidade Federal da Paraíba (protocol 3305/14), and conducted 
according to the ethical principles of animal experimentation, adopted by the Brazilian College 
of Animal Experimentation. 
 
Cross-sectional study 
The sample size was calculated (Thrusfield, 1995), based on an estimated number of 
478.000 goats (IBGE, 2013) with an expected prevalence of 50%. Thus, the minimum sample 
size required for detecting a difference with a 95% confidence level at 5% has been estimated 
as n = 384. A total of 402 goat blood samples (35 males and 367 females) were collected from 
five dairy and three beef farms in the state of Paraíba, located at the following cities Algodão 
de Jandaíra (6° 53.531’ S 35° 59.096’ W), Caturité I (7° 24.562’ S 36° 0.096’ W), Caturité II 
(07° 23.261’S 036° 03.878’W), Gurjão (7° 14.747’ S 36° 33.084’ W), Serra Branca (7° 29.259' 
S 36° 42.335' W), Cuité (6° 38.356’ S 36° 09.733’ W), Olivedos (06° 53.039’ S 36° 13.923’ 
W), and Juarez Távora (7° 09.437’ S 35° 36.051 W) (Figure 1). As the only farm with 
certification for high-quality management practices by the Brazilian Ministry of Agriculture, 
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the beef farm at Juarez Távora was used as the reference farm for statistical comparisons.  
 
Figure 01: Geographical locations of farms (dairy and beef) used in the study and limits of the 
climate in Paraíba, Northeast, Brazil. 
 
 
Sampling 
Goat blood samples (up to 5 mL) were collected by venipuncture of the jugular vein 
using commercial tubes containing EDTA (BD Vacutainer®, Franklin Lakes, NJ, USA). An 
epidemiological questionnaire was given to each farm owner addressing: age, gender and 
presence of ticks. The age of the goats was stratified into groups of ≤ one year and > one year.  
A total of 52 tick specimens were collected from the goats. Ticks were removed using 
a commercial hook (O´Tom / Tick Twister®, H3D Inc., Lavancia, France), and kept in 70% 
ethanol-labeled tubes for further classification according to morphological taxonomic keys 
(Aragão and Fonseca., 1961; Guimarães et al., 2001; Onofrio et al., 2006; Martins et al., 2010). 
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Packed cell volume and total plasma protein 
The packed cell volume (PCV) and total plasma protein (TPP) were measured by 
routine centrifugation and refractometry techniques; a PCV of <0.22 L/L and a TPP of >0.75 
g/L were used as indicators of anemia and hyperproteinemia, respectively (Feldman et al., 
2000). Thereafter, aliquots were stored at –20 °C until molecular testing. 
 
DNA extraction 
DNA was extracted from 200 µL of whole blood using a commercial available kit 
(Illustra™ blood genomicPrep Mini Spin Kit, GE Healthcare, Little Chalfont, UK), according 
to the manufacturer’s instructions. Negative control purifications using ultra-pure water were 
performed in parallel to monitor cross-contamination in each batch of 30 samples.  
 
PCR assays 
A conventional PCR for the housekeeping gene glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) was performed to ensure successful DNA extraction, as previously 
described (Birkenheuer et al., 2003).  
Samples were screened for hemoplasmas using previously described pan-hemoplasma 
primers targeting the 16S rDNA gene (~900 bp) (Dieckmann et al., 2010). Briefly, 5 µL of 
DNA was used as a template for the amplification, in a total reaction mixture of 25 μL 
containing 1X PCR buffer (Invitrogen, Life Technologies, São Paulo, Brazil), 0.2 mM of each 
deoxynucleoside triphosphate (dNTP), 1.0 U of Taq DNA polymerase (Platinum® Taq DNA 
Polymerase, Invitrogen) and 0.2 mM of each primer. After initial denaturation at 95 °C for five 
min, the amplification consisted of 40 cycles of 95 °C for 60 s, 59 °C for 45 s and 72 °C for 60 
s, for denaturation, annealing and extension, respectively, with a final extension at 72 °C for 
five min; the samples were kept at 4 °C until analyzed. A goat-positive blood sample for M. 
29 
 
 
ovis and ultrapure water were used as positive and negative controls, respectively. The 
amplified PCR products were subjected to gel electrophoresis in 1.5% agarose gels for one hour 
at 100V, followed by SYBR safe staining (6 μg/mL; SYBR® Safe DNA Gel Stain, Invitrogen, 
CA, USA), and were viewed under a 312 nm UV light transilluminator. The gels were 
subsequently photographed using Kodak DC290 (New York, USA). 
Sequencing 
A fragment (~900 bp) of the 16S rDNA gene from eight M. ovis isolates were 
sequenced using a set of previously described primers (Dieckmann et al., 2010). PCR products 
were purified from the agarose gel (PureLink Quick Gel Extraction Kit, Invitrogen), evaluated 
by spectrophotometry for concentration and purity (Pico100 Picodrop® Spectrophotometer, 
Picodrop Limited, Hinxton, UK), and directly pair-ended sequenced by Sanger method using 
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Thereafter, sequences 
were subjected to BLASTn analysis (Altschul et al., 1990) for determining the identity with the 
sequences deposited in GenBank® database. The nucleotide sequences of the M. ovis amplified 
herein were submitted to GenBank database (Genbank accession no. KU512717, KU512718 
and KU512719). 
 
Statistical analysis 
A non-parametric Mann–Whitney test was used to compare the PCV and TPP 
concentrations between Mycoplasma-infected and non-infected goats. The Chi-square or 
Fisher’s exact test was used to determine the difference between whether individual factors 
were associated with hemoplasma infection. Odds ratio (OR), 95% confidence interval and P-
values were calculated separately for each variable. Results were considered significantly 
different when P < 0.05. Data was compiled and analyzed by Epi Info™ Software (version 
7.1.5, CDC). 
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Results 
PCR assays 
All samples consistently amplified the GAPDH gene. A total of 158/402 (39.30%; CI 
95%: 34.42-44.12%) goats were positive for Mycoplasma sp. by PCR. All goat farms had at 
least one Mycoplasma-infected animal. The prevalence of Mycoplasma sp. for each variable 
evaluated has been summarized (Table 1). 
     
Figure 02: Electrophoresis gel from the PCR for hemoplasmas 
 
PCV and TPP 
The mean PCV concentration for goats was 0.24 L/L. A total of 118/402 (29.35%; 
95% CI: 25.00-34.11%) goats were anemic. Anemic goats were more likely to be infected by 
Mycoplasma sp. than non-anemic animals (OR = 2.39; 95% CI: 1.54-3.71%; P = 0.00007).  
The mean TPP concentrations for goats was 80.0 g/L. A total of 266/402 (66.17%; 
95% CI: 61.28-70.74%) goats were hyperproteinemic and 1/402 (0.25%; 95% CI: 0.01-1.60%) 
were hypoproteinemic. No difference (P = 0.0880) was found in mean TPP between positive 
(79.0 g/L) and Mycoplasma-PCR negative goats (80.0 g/L). However, 131/326 (40.18%; 95% 
CI: 35.0-45.6%) hyperproteinemic goats tested positive for Mycoplasma. 
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Ticks 
A total of 52 ticks (43 females, eight males and one larvae) were collected from 26/402 
(6.47%; CI 95%: 4.45-9.31%) goats, ranging from one to eight ticks per animal, all from the 
beef farm at Olivedos. Two tick species were identified:  Amblyomma parvum (49/52, 94.23%) 
and Rhipicephalus microplus (3/52, 5.77%). No significant association was found between the 
presence of ticks and infection by Mycoplasma sp. (P = 0.1128). 
 
Associated factors  
With the exception of the dairy farm at Caturité I and Algodão (P > 0.05), goats from 
all the remaining farms were more likely to be Mycoplasma-PCR positive than those from the 
beef farm at Juarez Távora. Dairy goats (P = 0.0004), > 1 year (P = 0.000003) and females (P 
= 0.0371) were more likely to be infected by Mycoplasma sp. No association between positivity 
to Mycoplasma sp. and the presence of ticks (P = 0.1164) was observed (Table 1). 
 
Sequencing 
All Mycoplasma-positive samples sequenced showed ≥99% identity with multiple M. 
ovis 16S rDNA gene sequences deposited in GenBank (Genbank accession no. CP006935, 
JF931135, AF338268, KU983745 and EU828582), including M. ovis isolates from humans 
from USA (Genbank accession no. KF313922, GU230144). 
 
Discussion 
In the present study, M. ovis was detected in goats from northeastern Brazil. To the 
authors´ knowledge, this is the first report of a molecular investigation of M. ovis infection in 
goats from South America.  
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Despite being numerous reported in other domestic mammals, hemoplasmosis remains 
largely neglected in goats. To date, only four studies have used molecular techniques for M. 
ovis investigation in goats, with prevalence ranging from absent in Tunisia and Morroco 
(Lbacha et al. 2015; Rjeibi et al., 2015), 20% in Hungary (Hornok et al., 2012), to 26% and 
41% in China (Song et al., 2014). Herein, 39% goats were positive for M. ovis by PCR, with 
dairy goats being 2 times more likely to be infected than beef animals (P = 0.0004). In fact, 
dairy animals may be more exposed to blood-feeding arthropods than beef ones depending on 
the type of raise system (intensive or extensive), or simply due to the fact that they live longer 
periods in the farms (Paul et al., 2014).  
An occupationally risk for hemoplasma infection, particularly in veterinarians, 
veterinarian technicians and people related to veterinary activities has been suggested based on 
M. ovis detection in a veterinarian coinfected with Bartonella henselae (Sykes et al., 2010), and 
M. ovis-like organisms were found infecting people with extensive arthropod and animal 
contact (Maggi et al., 2013). A previous study has already described a high prevalence of 
Mycoplasma suis-like among farmers and veterinarians working with swine in China (Yuan et 
al., 2009). In the present study, an overall M. ovis prevalence of 72.7% was observed in dairy 
goats. Small goat farms in northeastern Brazil have been mostly under hand milking production 
system, lacking adequate hygiene procedures (Chapaval et al., 2009). Thus, the association of 
the high prevalence of M. ovis, the frequent and long period of animal contact during milking 
procedures, abundance of arthropod vectors and poor sanitary settings may pose a serious public 
health threat for this emerging zoonotic pathogen in local goat workers. Further investigations 
in goat farm workers should be conducted in order to fully establish the M. ovis zoonotic pattern.  
In the present study, all goat farms had at least one M. ovis-positive animal, suggesting 
that this organism has been widespread in goats from Paraiba State. Dairy farms from Cuité, 
Algodão de Jandaíra and Caturité I presented the lowest M. ovis prevalences with 4%, 8.8% 
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and 22%, respectively. Although goat farms located in these cities periodically performed 
ectoparasite control and rotational grazing, which may have reduced the environmental 
occurrence of tick larvae (Furlong, 1998), no association between M. ovis infection and the 
presence of ticks was observed (P = 0.1164). Therefore, local factors other than ectoparasite 
control may have reduced the M. ovis prevalence among farms. Additionally, goats > 1yr were 
more likely to be infected by M. ovis than goats ≤ 1yr (P = 0.000003), reinforcing that older 
animals may enter a prolonged carrier state for hemoplasmas (Hornok et al., 2012). 
Anemic goats were 2.3 times more likely to be infected by M. ovis than non-anemic 
animals (P = 0.00007). Previous studies have stated that M. ovis may present a low 
pathogenicity to goats (Hornok et al., 2012), with anemia only observed when the animals were 
coinfected by Ehrlichia ewingii (Meichner et al., 2015) and Strongyloides spp. (Abdullah et al., 
2013). Considering that 94/158 (59.5%) anemic goats tested negative for M. ovis in the present 
study, nutritional factors, ingestion of toxic plants and/or infection by Haemonchus sp., Babesia 
sp., Theileria sp. and Anaplasma ovis not evaluated herein may be the causes of anemia.  
In conclusion, M. ovis is highly prevalent in goats from northeastern Brazil, mainly in 
dairy animals. The propitious tropical climate favoring the abundance of arthropod vectors 
associated to hand milking production system may represent a serious public health burden for 
dairy goat workers. 
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Table 1. Prevalence of M. ovis in goats within each variable studied, Paraíba State, Northeastern 
Brazil. 
 M. ovis  
Farm Purpose +/n (%) OR 95% CI P-value 
Algodão Dairy 4/45  8.89 0.3333 0.01-1.12  0.0664 
Caturité I Dairy 11/50 22.00 0.9637 0.38-2.44   0.9377 
Caturité II Dairy 24/50  48.00 3.1538 1.35-7.37  0.0070 
Gurjão Dairy 29/45  64.44 6.1927 2.55-15.03   0.00002 
Serra Branca Dairy 47/60  78.33 12.3526 5.07-30.06 0.0000 
Cuité Beef 2/49  4.08 0.1454 0.03-0.69   0.0065 
Olivedos Beef 29/50  58.00 4.7183 2.01-11.09  0.0002 
Juarez* Beef* 12/53  22.64    
Age >1 149/336 44.35 5.0463 2.42-10.53  0,000003 
 ≤1 9/66  13.64    
Gender Female 150/367 40.87 2.3329 1.03-5.27   
 
0.0370 
 Male   08/27 22.86    
Presence of Ticks Yes 14/26 53.85 1.8796 0.84-4.18   0.1164 
 No 144/ 376  38.30    
Anemia Yes 64/158 40.51% 2.3956  1.54-3.71 0.00007 
 No 94/158 59.49%    
Production Dairy 
Beef 
115/158 
48/158 
72.78% 
27.22% 
2.1593 1.40-3.32 0.0004 
+, Number of positive animals; n, number of samples; 95% CI, 95% confidence interval. 
* Reference goat farm 
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5. CONCLUSÕES 
 
 Este é o primeiro relato de Mycoplasma ovis em caprinos da América do Sul; 
 Mycoplasma ovis possui uma alta prevalência em caprinos do Nordeste brasileiro; 
 Amblyomma parvum e Rhipicephalus microplus são encontrados infestando caprinos na 
Paraíba; 
 Caprinos anêmicos têm mais chances de estarem infectados com M. ovis que caprinos 
não anêmicos; 
 Caprinos leiteiros, machos, com mais de um ano apresentaram maior chance de estarem 
infectados por M. ovis; 
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